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(57) Abstract: The invention lelates to a medicament for localised a^lication which is to be used for hemostasis and/or sealing 
wounds and/or to promote the healing of wounds. The medicament has fibrinogen or fiMn. thrombin and one or more transglutami- 
nases as active ingredients (which are produced conventionally from aUogenic plasma or tissue, or are genetically enginetted). As an 
additional active ingredient, the medicament contains one or more protease inhibitors, selected from the group of serpins which do 
not have any inhibiting effect on collagenases and elastases, whereby all active ingredients are of aUogenic origin and are subjected 
to a method for depleting and/or for inactivating viruses, with the proviso that the inactivation of viruses in the protease inhibitor(s) 
1^ is not carried out in the i^esence of the other active ingredients. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Arzneimittel zur lokalen Anwendung zum Zwecke der Blutstillung und/oder 

des Wundverschlusses und/oder der Wundheilungsforderong, das als Wirkstoffe - konventionell aus allogenem Plasma oder Gewebe 
2 Oder gentechnologisch hergestellt • Rbrinogen bzw. Fibrin, Thrombin und eine oder mehrere Transglutaminasen aufweist. wobei 

das Arzneimittel als weiteren Wrkstofif einen oder mehrere Proteaseinhibitoren entbSlt, die aus der Gruppe der Serpine, die keine 
Q inhibieiende Wirkung auf KoUagenasen und Elastasen besitzen, ausgewahlt sind. wobei aUe Wirkstoffe allogenen Ursprungs und 

einem Verfahien zur Virusabreichemng und/oder Virusinaktiviemng unterzogen sind, mit der Massgabe, dass die Vinisinaktivierung 
1^ des einen oder der mehreren Proteaseinhibitoren nicht in Gegenwart der anderen Wirkstoffe durcbgefuhrt worden isL 
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ARZNEIMITTEL ZUR LOKAUEN ANWENDUNG. DAS FIBRINCXjEN, THROMBIN, TRANSGLUTAMI- 
NASEN UND PROTEINASEINHIBITOREN ENTHALT 



Der WundverschluO und die damii im Zusammenhang stehende Blutstillung erfolgt 
physiologisch durch Gerinnung des austretenden Blutes im Wundbett, wodurch der VerschluB 
von kleinen Blutgefafien und Kapillaren zustandekommt. Die danach einsetzende 
Wundheilung erfolgt mit Hilfe der durch das geronnene Blut gebildeten, provisorischen 
extrazellularen Matrix (ECM) (Clark, R.A.F. et al., 1982, J. Invest. Dermatol. 70:264-269; 
Clark, R. A.F.(ed.), 1996, The Molecular and Cellular Biology of Wound Repair, Plenum 
Press, New York). Diese Matrix besteht, abgesehen von Blutzellen, im wesentlichen aus 
Fibrin als Geriistsubstanz, die als Reservoir fiir eine Reihe von Plasmaproteinen dient, die fiir 
die einsetzende Wundheilung von Bedeutung sind, wie Fibronektin (Mosesson, M.W. und 
Umfleet, R., 1970, J. Biol. Chem. 245:5726-5736; Clark, R.A.F. et al., 1982, J. Invest. 
Dermatol. 70:264-269), Vitronektin (Preissner, K.T. und Jenne, D., 1991, Thromb. Haemost. 
66:189-194), Plasminogen (Castellino,F.J. et al., 1983, Ann. NY Acad. Sci. 408:595-601), 
Plasminogenaktivator (Thorsen, S. et al., 1972, Thromb. Pathol. Haemost. 28:65-74), 
Plasminogenaktivator-Inhibitor (Wagner, O.F. et al., 1989, Blood 70:1645-1653), und alphaj- 
Plasmininhibitor (Sakata, Y. und Aoki, N., 1980, J. Clin. Invest. 65:290-297). 

Die Menge von Plasminogenaktivator, Plasminogenaktivator-Inhibitor und alphai- 
Plasmininhibitor und das Verhaltnis zueinander uben eine wesentliche Kontrolle auf den 
nachfolgenden AbbauprozeB des Fibrins aus. In diesem Fibringeriist sind aber noch andere 
Substanzen, wie z.B. Thrombin, TGF-beta und PDGF enthalten, die fiir die Einwanderung 
von Zelien und die mehrfache Remodellierung (Umbau) der provisorischen ECM zu der 
endgOkigen ECM mit den entsprechenden Zellpopulationen erforderlich sind. 

Als erstes wandem in groBerer Menge Granulozyten in das Wundgebiet imd in den 
WundverschluB ein. Sie setzen verschiedene, fiir den einsetzenden Wundheilungsvorgang 
wicfatige Substanzen, insbesondere KoUagenasen und Elastasen, frei und zerstoren 
extrazellular und intrazellular Mikroorganismen, die ins Wundgebiet gelangt sind und die sich 
dort vermehren konnen. Wahrend die Einwanderung von Granulozyten zu Ende geht, treten 
im Wundgebiet vermehrt Monozyten inklusive Makrophagen auf Am dritten Tag kommt es 
zum Aussprossen von Fibroblasten im Wundgebiet, die uber Fibronektinstrange bis an die 
Oberfl&che des Wundverschlusses gelangen. Gefolgt von der Einsprossung von Blutkapillaren 
kommt es zu einer Reihe von Zelltransformationen und Remodellierungsprozessen, die in den 
meisten Fallen wieder zur vollstandigen Integritat des verletzten Gewebes fiihren (Clark, 
R.A.F.(ed.), 1996, The Molecular and Cellular Biology of Wound Repair, Plenum Press, New 
York). 
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Den ersten Versuchen, die bereits 80 bis 90 Jahre zuruckliegen, mit Hilfe von Blutplasma 
Wunden zu verschlieBen, waren wegen der relativ niedrigen Viskositat im Vergleich zu Blut, 
der geringen Adharenz im Wundbett und wegen der hohen Fragilitat eines sich allenfalls aus 
Plasma ausbildenden Clots von geronnenem Plasma kein Erfolg beschieden. 

Die Verwendung von angereicherten Fibrinogenlosungen anstelle von Plasma zur Blutstillung 
und 2um WundverschluB war anfangs ebenfalls ohne Erfolg, doch schlieBlich konnte durch 
Anhebung der Fibrinogenkonzentration solcher fibrinogenhaltiger Losungen um mehr als das 
10-fache des Fibrinogenspiegels im Plasma ein wesentlicher Erfolg erzielt werden (Loblich, 
1975, unpublizierte Mitteilung). 

Bei der Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin besteht die Moglichkeit, daB der hamostatisch 
wirksame FibrinwundverschluB sich nach einigen Stunden durch Wundbettenzyme ablost und 
es dadurch zur Nachblutung kommt. Die Ablosung des Fibrinwundverschlusses vom 
Wundbett ist der wesentlich haufigere und daher gefahrlichere Vorgang als die Fibrinolyse 
des gesamten Fibrinwundverschlusses. 

Schon bei den ersten erfolgreichen Anwendungen von hochkonzentrierten 
Fibrinogenlosungen (Matras, H. et al., 1972, Wr. Med. Wschr. 122:517-523) und der 
Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin durch Thrombin im Wundgebiet zeigte sich, daB die 
Abhebung des Fibrinwundverschlusses und die damit meist eintretenden Nachblutungen 
durch Fibrinolyseinhibitoren vermieden werden kann. Von den versuchten niedermolekularen 
Inhibitoren konnten Epsilonaminokapron-Saure und Derivate als wirksam befunden werden, 
allerdings wiesen sie den Nachteil auf, schnell aus dem geronnenen Fibrin und aus dem 
Wundgebiet zu diffundieren und somit ihre lokale Wirksamkeit zu verlieren. 

Die Zumischung von hochmolekularen Inhibitoren, wie z.B. Aprotinin (Trasylol), konnte 
erfolgreich durchgefuhrt werden, indem es nur zu einer langsamen Diffusion des Inhibitors 
aus dem Wundgebiet kommt, allerdings mit dem Nachteil, daB es sich hierbei um einen 
bovinen und somit xenogenen Proteaseinhibitor handelt, der potentiell Allergien und 
Anaphylaxien hervorrufen kann. Neuerdings sind auch wegen der potentiellen 
Ubertragungsfahigkeit von Zoonosen Einwande gegen die Verwendung tierischen Materials 
fur die parenterale Anwendung beim Menschen gemacht worden. 

In der WO- A - 99/1 1301 wird der Vorschlag gemacht, anstelle von Aprotinin 
Elastaseinhibitoren oder andere gegen Leukozytenproteasen wirksame Inhibitoren zu 
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verwenden. Dieser Vorschlag bewirkt jedoch nach Erkenntnis des Erfinders der 
gegenstandlichen Erfindung verschiedene Nachteile. Zwar sind diese Inhibitoren direkt oder 
indirekt durch Inhibition von Enzymen, die das fibrinolytische System aktivieren konnen, 
wirksam, sie konnen jedoch durch starke Hemmung der von den Granulozyten fireigesetzten 
Proteasen, wie Kollagenasen und Elastasen, die Einleitung der Wundheiiung nach 
Einwanderung der Granulozyten in das Wundgebiet storen. 

Eine weitere Schwierigkeit bei der Herstellung von fibrinogen- und thrombinhaltigen 
pharmazeutischen Arzneimitteln, die einen allogenen Proteaseinhibitor und ein 
Transglutaminasezymogen enthalten, ist durch die seit langerer Zeit erforderliche 
Virusinaktivierung solcher Zubereitungen gegeben. Bei der Virusinaktivierung geht meist ein 
groBer Teil der Aktivitat des in der Zubereitung enthaltenen Proteaseinhibitors bzw. 
Transglutaminasezymogens verloren, so dal3 die nach Durchfiihrung des 
Virusinaktivierungsverfahrens erhaltenen Zubereitungen oft nur mehr eine geringe Aktivitat 
des Proteaseinhibitors bzw. Transglutaminasezymogens aufweisen. Dadurch kann es zur 
unzureichenden Hemmung von im Wundbett vorhandenen fibrinolytischen Enzymen und in 
der Folge zur Ablosung des Fibrinwundverschiusses vom Wundbett kommen. 

Die vorliegende Erfindung stellt sich daher die Aufgabe, ein Arzneimittel zur Verfiigung zu 
stellen, das lokal zum Zwecke der Blutstillung und/oder des Wundverschlusses und/oder der 
Wundheilungsfbrderung angewendet werden kann, wobei die Verwendung eines xenogenen 
Proteaseinhibitors vermieden werden und dennoch eine ausreichende Hemmung 
fibrinolytischer Enzyme im Wundbett nach Aufbringen des Arzneimittels gegeben sein soil, 
so daB es zu keiner Ablosung des Fibrinwundverschiusses vom Wundbett kommt. Weiters 
soli die Storung der Einleitung der Wundheiiung infolge einer Henmiung der von den ins 
Wundgebiet eingewanderten Granulozyten fi-eigesetzten Proteasen, wie Kollagenasen und 
Elastasen, durch das Arzneimittel moglichst vermieden werden. 

Diese Aufgabe wird fur ein Arzneimittel, das als Wirkstoffe - konventionell aus allogenem 
Plasma oder Gewebe oder gentechnologisch hergestellt - Fibrinogen bzw. Fibrin, Thrombin 
und eine oder mehrere Transglutaminasen aufweist, dadurch gelost, daB das Arzneimittel als 
weiteren WirkstofF einen oder mehrerere Proteaseinhibitoren enthalt, die aus der Gruppe der 
Serpine, die keine inhibierende Wirkung auf Kollagenasen und Elastasen besitzen, ausgewahlt 
sind, wobei alle Wirkstoffe allogenen Ursprungs und einem Verfahren zur Virusabreicherung 
und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind, mit der MaBgabe , daB die Vuiisinaktivierung 
des einen oder der mehreren Proteaseinhibitoren nicht in Gegenwart der anderen Wirkstoffe 
durchgefuhrt worden ist. 
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Durch die Verwendung von Serpinen, die keine inhibierende Wirkung auf Kollagenasen und 
Elastasen besitzen, als Proteaseinhibitoren wird die Hemmung der von den ins Wundgebiet 
eingewanderten Granulozyten freigesetzten Proteasen weitgehend vermieden, so daB die 
Einleitung der Wundheilung durch das erfmdungsgemaDe Arzneimittel nicht beeintrachtigt 
wird. 

Die vorliegende Erfindung beruht auch auf der Erkenntnis, daB die inhibitorische Aktivitat 
allogener Proteaseinhibitoren wesentlich besser erhalten bleibt, wenn diese nicht in einer 
Zubereitung, welche einen oder mehrere der anderen Wirkstoffe des Arzneimittels enthalt, der 
Virusinaktivierung unterworfen werden, sondem getrennt von den anderen WirkstofFen 
virusinaktiviert werden. Auf diese Weise ist es moglich, erfindungsgemaBe Arzneimittel 
herzustelleh, die virusinaktivierte allogene Proteaseinhibitoren mit ausreichender Aktivitat 
enthalten, so daB fibrinolytische Enzyme im Wundbett nach Aufbringen des Arzneimittels 
gehemmt werden und eine Ablosung des Fibrinwundverschlusses vom Wundbett verhindert 
werden kann. 

In diesem Zusammenhang wird darauf hingewiesen, daB der Begriff "Virusinaktivierung", 
wie er fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung gebraucht ist, keine Verfahren umfaBt, die 
lediglich eine Virusabreicherung bewirken. 

Das erfindungsgemaBe Arzneimittel enthalt als Wirkstoff unter anderem Fibrinogen bzw. 
Fibrin. Darunter ist zu verstehen, daB im Arzneimittel je nach Anwendungsform entweder 
Fibrinogen als solches oder aus Fibrinogen durch Einwirkung von Thrombin entstandenes 
Fibrin vorliegt. 

Gegenstand der Erfindung ist somit ein zusammengesetztes Arzneimittel, das eine sterile, 
vimssichere, langsam resorbierbare und remodellierbare allogene, provisorische extrazellulare 
Matrix darstellt bzw. eine solche ausbildet, die lokal angewendet werden kann oder sich erst 
lokal ausbildet. Da die Wirkstoffe dieser Arzneimittel hochmolekularen Charakter besitzen, 
und damit potentielle Antigene sind, werden nur allogene Wirkstoffe - bezogen auf die 
Spezies, bei der das Arzneimittel angewendet werden soli - bei der Herstellung dieser 
Arzneimittel verwendet. 

Die allogene, provisorische extrazellulare Matrix ermoglicht bei ihrer Herstellung bzw. 
Aufbringung durch Zusatze von weiteren allogenen, virussicheren Wirkstoflfen eine Steuerung 
der Wundheilung, insbesondere dadurch, daB diese Wirkstoffe an die Geriistsubstanz durch 
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Transglutaminasen immobilisiert werden und entweder im immobilisierten Zustand ihre 
Wirkung ausuben konnen bzw. im Rahmen des Resorptions- und Remodellierungsprozesses 
freigesetzt werden. 

Die im erfindungsgemaBen Arzneimittel enthaltenen allogenen Transglutaminasen, 
beispielsweise Faktor XUIa, bewirken, daB die allogenen Proteaseinhibitoren kovalent an das 
Fibrin gebunden werden, wodurch es praktisch zu keiner Diffusion der Inhibitoren aus dem 
Wundgebiet kommt. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Arzneimittels ist dadurch 
gekennzeichnet, daB alle Wirkstoffe in einer einzigen pharmazeutischen Zubereitung als 
allogene, provisorische extrazellulare Matrix vorliegen, die beispielsweise in Form eines Gels 
ausgebildet ist. Das Arzneimittel ist in dieser Form direkt fur die lokale Aufbringung 
verwendungsfahig. 

Die Wirkstoffe konnen zweckmaBig auch in zwei oder mehreren getrennten 
pharmazeutischen Zubereitungen zum Vermischen vor oder wahrend der Anwendung 
vorliegen, wobei das erhaltene Gemisch in fliissiger Form oder erst nach seiner Verfestigung 
aufgebracht werden kann. Die Zubereitungen konnen in flussiger Form oder gefroren oder 
gefiiergetrocknet zum Auftauen bzw. zur Rekonstitution vor dem Vermischen vorliegen. 

Die pharmazeutischen Zubereitungen konnen beispielsweise mindestens zehn Minuten vor 
der Aufbringung auf eine Wundflache vermischt werden, wonach es zur Verfestigung des 
Gemisches durch Ausbildung einer langsam resorbierbaren und remodellierbaren, allogenen, 
provisorischen extrazellularen Matrix kommt, die auf die Wundflache aufgebracht wird. Die 
pharmazeutischen Zubereitungen konnen jedoch auch vermischt und das flussige Gemisch 
immittelbar danach, beispielsweise auch in Form eines Sprays, lokal aufgetragen werden, 
sodaB sich eine langsam resorbierbare, remodellierbare, allogene, provisorische extrazellulare 
Matrix erst lokal ausbildet. 

Es ist bevorzugt, daB die Konzentration an Fibrinogen und Proteaseinhibitoren im 
Arzneimittel so gewahlt wird, daB das flussige Gemisch mindestens 30 g/1 Fibrinogen und 
500 arbitrare Plasmaeinheiten Proteaseinhibitoren/1 enthalt. 

Vorzugsweise liegen Fibrinogen und Thrombin jeweils in getrennten pharmazeutischen 
Zubereitungen vor, wobei die anderen Wirkstoffe unabhangig voneinander in einer oder 
beiden Zubereitungen und/oder in einer weiteren Zubereitung enthalten sind. 
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Durch entsprechende Zusammensetzung der thrombinhaltigen pharmazeutischen Zubereitung 
wird es erfindungsgemafi moglich, daB noch bedeutende Mengen Thrombin bis einige 
Stunden nach Vermischen mit der fibrinogenhaltigen Losung und nach Verfestigung des 
Gemisches in dem gebildeten Fibrin generiert werden. Dies ist sowohl fur die Stabilitat als 
auch die Qualitat der so ausgebildeten allogenen, provisorischen extrazellularen Matrix von 
groBer Wichtigkeit. 

Die in den erfindungsgemaOen Arzneimitteln vorliegenden pharmazeutischen Zubereitungen 
konnen vorteilhafterweise auch auf allogenen oder biokompatiblen Tragermaterialien 
aufgebracht sein, die einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Vinisinaktivierung 
unterzogen sind. Die Tragermaterialen konnen je nach Applikationszweck verschiedene 
Formen aufweisen. Die Herstellung eines anwendungsfertigen Arzneimittels kann 
beispielsweise durch Auftragen des noch flussigen Gemisches der pharmazeutischen 
Zubereitungen auf das Tragermaterial erfolgen. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Arzneimittels ist dadurch 
gekennzeichnet, dafl es als weiteren WirkstofF allogene KoUagene, die einem Verfahren zur 
Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind, enthalt. Die zusatzliche 
Verwendung von KoUagenen bei der Herstellung bzw. Ausbildung der allogenen, 
provisorischen extrazellularen Matrix fiihrt zu einer betrachtlichen Erhohung der 
biomechanischen Qualitat. 

ZweckmaBigerweise enthalt das erfindungsgemaBe Arzneimittel einen oder mehrere weitere, 
allogene, einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogene 
WirkstofFe, die aus der Gruppe Fibronektin, Vitronektin, Thrombospondin, Tenascin, 
Laminin und Proteoglykane ausgewahlt sind. Durch den Zusatz von Substanzen wie z.B. 
Vitronektin kann noch eine Verbesserung der Wirkung bestimmter Proteaseinhibitoren erzielt 
werden. 

Es ist welters vorteilhaft, wenn das erfindungsgemaBe Arzneimittel einen oder mehrere 
weitere, allogene, einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung 
unterzogene Wirkstoffe enthalt, die aus der Gruppe Wachstumsfaktoren, chemotaktische 
Substanzen, zellstimulierende und/oder proliferationsfbrdemde Enzyme und 
Enzyminhibitoren, proliferationshemmende Enzyme und Enzyminhibitoren, Zytokine und 
partikular geformte Zellelemente ausgewahlt sind. Die Anwendung von allogenen 
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Enzyminhibitoren im Zusammenhang mit einem WundverschluB bietet die Moglichkeit, 
insbesondere bei Hautulcera eine Dauerheilung zu erzielen. 

Vorzugsweise enthalt das erfmdungsgemafie Arzneimittel zugesetzte allogene plasmatische 
bzw. aus Geweben gewonnene Enzyme, Zymogene und/oder Enzyminhibitoren, die einem 
Verfahren zur Virusabreichening und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind. 

Je nach klinischer Erfordemis ist es zweckmaBig, daB dem erfindungsgemafien Arzneimittel 
antiadharente, antiphlogistische, antimikrobielle und/oder zytostatische WirkstofFe zugesetzt 
sind, die erforderlichenfalls einem Verfahren zur Virusabreichening und/oder 
Virusinaktivierung unterzogen sind. Der Zusatz antiphlogistischer und antiadharenter, 
allogener Wirkstoffe, wie z.B. bestimmter Immunglobuline oder anderer mit diesen 
Wirkungen im Plasma vorkommender Wirksubstanzen, ermoglicht die Anwendung einer 
allogenen, provisorischen extrazellularen Matrix auch dort, wo postoperativ Adhasionen 
befiirchtet werden mtissen. 

Die sich bei Anwendung des Arzneimittels ausbildende oder als solches voriiegende allogene, 
provisorische extrazellulare Matrix kann als Reservoir bzw. Depot fiir Substanzen fiingieren, 
die langsam aus der Matrix freigesetzt werden soUen. Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemafien Arzneimittels ist daher dadurch gekennzeichnet, dafi es zugesetzte 
WirkstofFe enthalt, die langsam resorbiert werden sollen und erforderlichenfalls einem 
Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind. 

Vorteilhaft sind in der thrombinhaltigen pharmazeutischen Zubereitung des 
erfindungsgemafien Arzneimittels zusatzlich allogene Zymogene und/oder Enzyme der 
Gerinnungskaskade, die einem Verfahren zur Virusabreichening und/oder Virusinaktivierung 
imterzogen sind, enthalten. 

Vorzugsweise enthalt das erfindungsgemafie Arzneimittel zusatzlich allogene partikulare 
Zellelemente, Zellen und/oder Gewebe, die auf virussicheren Mikrospharen, welche aus 
allogenem Fibrin und/oder allogenem Kollagen und/oder allogenem KoUagen mit allogenem 
Fibrin bestehen, aufgebracht sein konnen. 

Ein Nachteil der bisher bekannten fibrinogen- bzw. fibrinhaltigen pharmazeutischen 
Praparationen ist die relativ groBe Fragilitat des ausgebildeten Fibrins, selbst wenn sehr 
hochprozentige Fibrinogenlosungen verwendet werden. 
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Zwar wird durch die Anwesenheit von Faktor Xnia - einer Transglutaminase, die sich in der 
piiarmazeutischen Zubereitung aus dem darin enthaltenen Faktor Xm durch 
Thrombineinwirkung bildet, - das bei der Gerinnung entstehende Fibrin zu einem Gerust 
quervernetzt, aber es miissen hohe Thrombin- und Faktor Xm-Konzentrationen noch im 
Fibrin vorhanden sein oder sich bilden, damit eine weitgehend komplette Reaktion zwischen 
den Vemetzungsstellen im Fibrin eintritt! Jedoch sind selbst solche Fibrine wegen der noch 
immer vorhandenen Fragilitat schwierig zu verwenden. und ebenso zeigen die lokal 
ausgebildeten Fibrine nach wie vor geringe mechanische Festigkeit. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Arzneimittels ist daher dadurch 
gekennzeichnet, dafi die aliogene, provisorische extrazellulare Matrix durch Anwendung von 
Druck und/oder durch wasserentziehende Mittel verfestigt ist. Die Matrix kann dabei vor, 
wahrend und/oder nach der Verfestigung durch Wasserentzug mit allogenen 
Transglutaminasen behandeh sein. 

Solche allogenen Matrixen konnen durch ihre genugend mechanische Stabilitat auch als 
artifizielle aliogene Haut verwendet werden. Dadurch ist es auch moglich geworden, einen 
ausschlieBlich aus menschlichen Substanzen hergestelhen Hautersatz herzustellen und 
zusatzlich in eine solche Praparation auch partikulare Zellelemente, Zellen und Gewebe 
einzubringen, die neue medizinische Anwendungsmoglichkeiten ergeben. 

Mit den erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zubereitungen ist es auch moglich, an 
Korperstellen, wo ein starker Abbau von korpereigenem Gewebe stattgefunden hat, solche 
Stellen aufoifullen und eine langfristige Heilung damit zu erreichen. 

Konzentrierte Fibrinogenldsungen weisen eine Reihe von Nachteilen auf. Sie sind von einer 
geringen Lagerstabilhat und mussen zur Lagerung tiefgefroren oder gefriergetrocknet werden 
und kSnnen durch Auftauen bzw. Wiederauflosen nicht immer befriedigend verwendbar 
gemacht bzw. rekonstituiert werden. AuBerdem nimmt die Auflosung eines 
Fibimogenlyophilisats geraume Zeit in Anspruch. Losungsvermittler oder leicher losliche 
Fibrinogene sind in den meisten Fallen zelltoxisch und daher fiir eine ungestorte 
Wundheilung nicht angebracht. 

Die grSBte Schwierigkeit bei der Lagerung fibrinogenhahiger Produkte ist die Instabilitat des 
Fibrinogens, da Spuren von Verunreinigungen mit Gerinnungsfaktoren eine langsame 
Umwandlung von Fibrinogen in unlosliches Fibrin bedingen, was dann die Anwendung eines 
solchen pharmazeutischen Praparates nicht mehr erlaubt. 



wo 00/71153 



9 



PCT/ATOO/00141 



Die vorliegende Erfindung betriffl daher auch ein Verfahren zur Herstellung einer 
fibrinogenhaltigen Losung, die als solche oder als Bestandteil von erfmdungsgemaBen 
Arzneimitteln bei Kuhlschranktemperatur oder Raumtemperatur lagerfahig ist, wobei die 
Fibrinogenlosung bzw. eine Fibrinogen-Fibronektinlosung aus gentechnologisch 
hergestelltem Fibrinogen oder aus Plasma gewonnenem Fibrinogen durch Fraktioniening mit 
Glyzin bei Temperaturen unter 0°C hergestellt wird. 

Erflndungsgemafi hergestellte fibrinogenhaltige Losungen sind stabil und konnen im flussigen 
Zustand mit oder ohne Stabilisatoren iiber zwei Jahre bei einer Temperatur von 4**-8*'C oder 
eingefroren oder gefriergetrocknet gelagert werden, ohne daB dabei unlosliches Fibrin ausfallt 
oder sich Fibrinogenspaltprodukte durch die Entstehung von Plasmin wahrend der Lagening 
in einem AusmaB bilden, daB die Gerinnbarkeit gestort wird. Solche Losungen gerinnen 
weder nach Zusatz von Thromboplastin und Taipan Viper Venom, noch durch Zusatz von 
aktiviertem partiellem Thromboplastin. Bei Lagerung im tiefgefrorenen Zustand und nach 
dem Wiederauftauen der erfindungsgemaBen fibrinogenhaltigen Losungen werden keine 
Gerinnungsvorgange induziert, und die erhaltenen Losungen sind zumindest einige Stunden 
stabil. Gefriergetrocknete Praparationen sind leicht und vollstandig mit entsprechenden 
Losungsmitteln rekonstituierbar. 

Durch die vorliegende Erfindung wird auch ein Arzneimittel zur Verfiigung gestellt, das eine 
hochgereinigte fibrinogenhaltige oder fibrinogen-fibronektinhaltige Zubereitung enthalt, 
deren aPTT und Taipan Viper Venom Prothrombinzeit bei 37^C nicht kQrzer als 200 bzw. 
300 Sekunden sind und die eine solche Stabilitat aufweist, daB sie im flussigen Zustand mit 
Oder ohne Stabilisatoren uber zwei Jahre bei einer Temperatur von 4*'-8*'C als Bestandteil von 
Arzneimitteln oder als solche gelagert oder eingefroren oder gefriergetrocknet gelagert 
werden kann, ohne daB dabei unlosliches Fibrin ausfallt oder sich Fibrinogenspaltprodukte 
durch die Entstehung von Plasmin wahrend der Lagerung bilden. 

Trotz Verwendung ausschlieBlich allogener Wirkstoffe kann es bei der Virusinaktivierung 
von aus allogenen WirkstofFen zusammengesetzten Arzneimitteln zur Bildung von 
Neoantigenen kommen, entweder durch Interaktion zweier oder mehrerer Wirkstoffe des 
Arzneimittels wahrend der Virusinaktivierung und/oder durch Interaktion mit 
Verunreinigungen, die in den Wirkstoffen noch enthalten sind. 
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Ein weiterer Nachteil bei der Vinisinaktivierung von Wirkstoffgemischen ist die oft stark 
unterschiedliche Inaktivierung der einzelnen Wirkstoffe selbst, die eine Formuliemng der 
Arzneimittel erschwert oder unmoglich macht. 

Die Erfindung betrifft daher auch ein Verfahren zur Gewinnung von pathogenfreien, in den 
erfindungsgemaBen Arzneimittein enthaltenen Wirkstoffen, umfassend eine Kombination von 
Abreicherungsverfahren und Inaktivierungsverfahren einschlieBlich Schritte zur 
Virusabreicherung und Vinisinaktivierung, wobei zur Virusabreicherung 
Ultrazentrifiigationen und Ultrafiltrationen einschlieBlich Nanofiltrationen und/oder 
Adsorptionen von Pathogenen bei Temperaturen unter O^C venvendet werden und mindestens 
zwei unterschiedliche Virusinaktivierungsverfahren durchgefuhrt werden, bei denen 
Hitzeimpulsverfahren unter 3 Sekunden und/oder Intensivlaserimpulsbestrahlung mit oder 
ohne photodynamischen Substanzen und/oder Detergenzien gemeinsam mit hydrophoben 
Netzmitteln venvendet werden. 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren konnen Wirkstoffe mit geniigendem Reinheitsgrad 
vor ihrer Formuliemng vimsinaktiviert werden, wobei durch entsprechende Auswahl der 
Inaktivierungsverfahren sichergestellt wird, daB alle Wirkstoffe ohne zu groBe Verluste 
gleichartig vimsinaktiviert sind. Auf diese Weise kann weitestgehend eine Induktion oder 
Auslosung von Allergien, Anaphylaxien und Autoimmunprozessen durch die diese 
Wirkstoffe enthahenden Arzneimittel vermieden werden. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist insbesondere auch eine besonders schonende 
Vimsinaktiviemng der in den erfindungsgemaBen Arzneimittein enthaltenen 
Proteaseinhibitoren mdglich. 

Die Erfindung betrifft weiters ein Verfahren zur kovalenten Bindung von in den 
erfindungsgemaBen Arzneimittein enthaltenen Wirkstoffen an eine biologische Matrix, wobei 
zur enzymatischen Katalyse der Bindungsreaktion hohe Konzentrationen von allogenen, 
virusabgereicherten und/oder vimsinaktivierten Transglutaminasen eingesetzt werden, die 
uber dem 10-fachen Konzentrationsbereich der aktivierten Konzentration des im Plasma 
vorkonmienden Faktor XDIa-Zymogens liegen. 

Durch eine genugend hohe und lang anhaUende Thrombinkonzentration in der allogenen, 
provisorischen extrazellularen Matrix kann bei Anwesenheit von gentigenden Mengen Faktor 
Xni genugend Faktor Xllla gebildet werden, der einerseits die Querveraetzung der 
Grandsubst2mz(en) Fibrin mit oder ohne Kollagen bewirkt, andererseits TAFI bei 
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Anwesenheit des TAFI-Zymogens generiert. TAFI spaltet vom Fibrin den Plasminrezeptor 
iab, wodurch eine groBe Stabilitat der fibrinhaltigen allogenen, provisorischen extrazellularen 
Matrix gegenuber fibrinolytischen Enzymen erzielt wird. Waiters ist es erfindungsgemaB 
durch eine hohe und lang anhaltende Transglutaminasekonzentration in der allogenen, 
provisorischen extrazellularen Matrix moglich, entsprechend vinisinaktivierte allogene 
Protease-Inhibitoren, wie aIpha2-Antiplasmin, PAI-1 und andere, kovalent zu binden und 
somit ihre Diffusion aus der allogenen, provisorischen extrazellularen Matrix hintanzuhalten. 
Das Gleiche gilt auch fiir andere Wirkstoffe mit Proteincharakter, die sich mit Hilfe von 
Transglutaminasen kovalent an die Geriistsubstanz binden lassen. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung eines wasserarmen fibrinhaltigen 
Gels mit einem Wassergehalt zwischen 20 bis 90%, wobei dem fibrinhaltigen Gel durch 
Aufbringen von atoxischen, pharmazeutisch verwendbaren wasserentziehenden Mitteln, 
insbesondere Polyathylenglykol, oder durch Einbringen des Gels in diese Mittel Wasser 
entzogen wird, wobei das Gel vor oder nach dem Wasserentzug mit Transglutanwnasen 
behandeh werden kann. 

Die Herstellung eines wasserarmen fibrinhaltigen Gels mit einem Wassergehalt zwischen 20 
bis 90% kann erfindungsgemaB auch durch ein Verfahren erfolgen, bei welchem dem 
fibrinhaltigen Gel durch Anwendung hoher Drucke, wobei diese zur Vermeidung einer 
Zerstorung des Gels stufenweise erhoht werden, Wasser entzogen wird. Das Gel kann dabei 
vor, wahrend und/oder nach der Druckanwendung mit Transglutaminasen behandelt werden. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Verfestigung eines fibrinhaltigen Gels mit und 
ohne Entzug von Wasser, dadurch gekennzeichnet, daB das fibrinhaltige Gel in eine oder 
mehrere metallionenhaltige Losungen, insbesondere Losungen, die Zink- und 
Aluminiumionen in einer Konzentration von 0,01 bis 2 molar enthalten, eingelegt wird. 

Durch die vorliegende Erfindung wird ferner ein gefriergetrocknetes, fibrinhaltiges Gel zur 
Verfiigung gestellt, das durch Zusatze von Weichmachern, insbesondere Glykol, vor seiner 
Verfestigung und Gefriertrocknung hergestellt ist. 

Die vorstehend angefuhrten erfmdungsgemaBen Verfahren zur Herstellung wasserarmer 
fibrinhaltiger Gele sowie zur Verfestigung fibrinhaltiger Gele konnen mit besonderem Vorteil 
zur Herstellung erfindungsgemaBer Arzneimittel eingesetzt werden. 
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Ein Nachteil der bisher verwendeten fibrinogenhaltigen Zubereitungen bei der lokalen 
Auftragung fibrinogenhaltiger Wirkstoffgemische ist ihre zu geringe Viskositat vor der 
Verfestigung. Dadurch kann das aufgetragene Gemisch leichter und schneller von der 
Auftragungsstelle abflieBen, was einerseits zu einem Mehrverbrauch des Arzneimittels und 
andererseits zu einer unbefriedigenden Anwendung insbesondere im Zusammenhang mit 
chinirgischen Eingriffen fohrt, wenn eine Auftragung im Operationsfeld erforderlich ist. 

Die Erfindung betrifft daher auch Verfahren zur Herstellung einer hochviskosen, 
fibrinogenhaltigen Losung, wobei eine sterile, virusabgereicherte und/oder virusinaktivierte 
Fibrinogenlosung pro Gramm Fibrinogen mit einer hundertstel bis zehntel Einheit sterilem, 
virusabgereichertem und/oder virusinaktiviertem Thrombin, das in einem moglichst kleinen 
Volumen gelost ist, langsam und unter starkem Rilhren unter sterilen Bedingungen versetzt 
wird. Die durch das erfindungsgemafie Verfahren hergestellten hochviskosen, 
fibrinogenhaltigen Losungen konnen mit besonderem Vorteil zur Herstellung von 
erfindungsgemaBen Arzneimitteln verwendet werden. 

Die vorliegende Erfindung stellt weiters ein Verfahren zur Bestimmung der Haftfahigkeit 
eines Fibrinclots im Wundbett zur Verfugung, bei dem Fibrinclots mit steigenden Mengen 
von Proteaseinhibitoren an der Oberflache von geeigneten Gewebekulturen, insbesondere 
menschlichen Fibroblasten, mit einem geringen Zusatz von einem oder mehreren Farbstoffen 
und/oder einer oder mehreren wasserunloslichen Substanzen, die einen gefarbten bzw. 
opaleszenten Fibrinclot ergeben, ausgebildet werden und die Gewebekulturen durch leichtes 
Schiitteln oder Rotieren in Bewegung gehalten werden, wobei die Zeit bestimmt wird, nach 
der sich die Fibringerinnsel von der Oberflache der Gewebekultur losen. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist es moglich, jene Mengen Proteaseinhibitoren in 
einer allogenen, provisorischen extrazellularen Matrix, wie sie beispielsweise in den 
erfindungsgemaBen Arzneimitteln vorliegt oder durch diese ausgebildet wird, zu ermitteln, 
die erforderlich sind, um eine solche Matrix uber zumindest mehrere Tage am Ort ihrer 
Aufbringung zu belassen und somit eine Ablosung vom Wundbett wie auch eine dadurch 
verursachte Nachblutung zu verhindem. 
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Beispiele 
1. Beispiel 

Gewinmmg einer stabilen Fibrinogenlosung. 

100 1 Plasma geeignet zur Gewinnung von Arzneimitteln oder die daraus mit Hilfe einer Kalte 
Athanol-Fallung gewonnene Cohn Fraktion-I oder durch Einfrieren des Plasmas und 
vorsichtiges Auftauen gewonnenes Kalteprazipitat werden ais Ausgangsmaterial verwendet. 

Das Plasma wird als solches, die Cohn-Fraktion-I imd das Kalteprazipitat nach dem Auflosen 
in etwa 20 Liter 0.9%iger NaCl xmd 0.1%igem Natrixmizitratpuffer pH7 mit festem Glyzin mit 
einem Reinheitsgrad ftr phamiazeutische Zubereitungen bis zur Sattigung versetzt imd dabei 
auf — 2^ C bis - 3 °C abgekiihlt, mindestens 10 bis maximal 15 Stunden bei dieser Temperatur 
gelagert, von imgeldstem Glyzin abgetrennt imd der fibrinogen-fibronektinhaltige 
Niederschlag durch Zentrifugieren in einer SchnelUaufeentrifuge abgetrennt. 

Die Uberstande konnen fiir weitere Verarbeitung verwendet werden, um daraus noch weitere 
Plasmaproteine zu isolieren. 

Der gallertaitige Niederschlag wird aus dem Zentrifiigenrotor entfemt, gelost tmd wie vorher 
mit Glyzin gefallt. Das nach dem Zentrifugieren erhaltene Sediment wird in 
0.1 % Zitrat gelost imd dieser Vorgang der Umfallung so oft wiederholt, bis eine Probe des 
erhaltenen Sediments in destilliertem Wasser aufgenommen, mit einem Fibrinogengehalt von 
0.1% - 0.2% bei 37°C mit einem PTT Reagenz eine aPTT von nicht weniger als 200 sec. 
ergibt. Ebenso mufi nach Zusatz von Thromboplastin imd Taipan Viper Venom eine 
Gerinnxmgszeit erreicht werden, die nicht unter 300 sec. liegt. 

Das letzte, zur weiteren Verarbeitung geeignete, wiederaufgeloste Prazipitat wird durch 
Diafiltration gegen eine 0.1%ige Zitratlosung von Glyzin weitgehend befireit imd dabei auf 
2% - 3% Proteingehalt konzentriert. 
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Das so gewonnene Fibrinogen enthalt auch noch wesentliche Mengen Fibronektin. Falls 
erwunscht, kann Fibronektin diirch Ausfallung bei -2^ C bis - 3 mit 17%igem Glyzin 
abgetrennt werden. Dabei wird praktisch alles Fibrinogen gefallt iind im Uberstand befindet 
sich Fibronektin mit noch geringen Mengen Fibrinogen. Durch Sattigung mit Glyzin konnen 
beide Proteine gemeinsam ausgefallt und gewonnen werden. Allenfalls vorhandene, geringe 
Aktivitaten an Plasminogenaktivator oder Plasmin konnen durch Zusatz von geringen, 
niedermolekularen Inhibitoren, wie Epsilonaminokapronsaure oder Derivate in ihrer Wirkung 
aufgehoben werden. 

Die Virusinaktivierung des hochgereinigten Fibrinogens oder des Fibrinogen-Fibronektin- 
Komplexes kann durch Versetzen des Plasmas der gelosten Cohn Fraktion-I oder des gelosten 
Kaiteprazipitats mit Detergenzien imd Netzmitteln erfolgen oder mit einem Hitzeimpuls- oder 
Laserlichtverfahren. Die virusinaktivierte Fibrinogenlosung kann als solche bei 
Kuhlschranktemperatur bei 4** C bis 8*^ C gelagert, zur Lagerung tiefgefroren oder 
geftiergetrocknet werden. 

2. Beispiel: 

Herstellung einer Thrombinlosung mit thrombingenerierendem Potential. 

Diese Thrombinlosung wird durch Vermischen zweier Losxmgen zu gleichen Teilen, die aus 
zur Herstellimg von Arzneimitteln fur die Anwendimg am Menschen geeignetem 
menschlichem Plasma gewonnen wurden, erhalten. Beide Losungen sind pyrogenfrei, Ca- 
ionenfirei und steril. Eine Losimg enthah virussicheres Thrombin in einer auszuwahlenden 
Konzentration von 20 bis 2.500 Einheiten/ml, die andere enthSlt ein virussicheres 
Prothrombin-Gerinnimgsfaktoren-Gemisch, das pro ml nach Ca-ionen-Zusatz mindestens 
1.000 Thrombin-Einheiten generieren kann. 

Diesem Gemisch wird ein hundertstel Volumsteil einer sterilen Ldsimg von 10% 
Polyathylenglykol (pharmazeutische Reinheit) beigemischt und das Gemisch dann je nach 
gewiinschter Dosierung in DurchstichflSschchen oder in Fertigspritzen verfiillt und 
tiefgefroren, allenfalls gefriergetrocknet, verschlossen, gelagert, etikettiert und verpackt. 
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3. Beispiel: 

Herstellung von fur den Menschen geeigneten Arzneimitteln zur lokalen Anwendung aus 
fibrinhaltigen und thrombinhaltigen pharmazeutischen Zubereitungen. 

800 ml einer pyrogenfreien fltissigen Wirkstoffzubereitung nach Beispiel 1, die aus zur 
Herstellung von Arzneimitteln fiir den Menschen geeignetem menschlichem Plasma 
gewonnen wurde und einen Fibrinogengehalt von mindestens 6 % aufweist, werden zur 
Auflosimg einer gefriergetrockneten, sterilen, pyrogenfreien, virusinaktivierten, aus zur 
Herstellung von Arzneimitteln fur den Menschen geeignetem menschlichem Plasma 
gewonnenen pharmazeutischen Zubereitimg verwendet, die 1 .200 arbitrare, auf menschliches 
Plasma bezogene Einheiten PAI-1 oder eines anderen Serpins, bzw. Serpingemisches, das 
keine koUagenase* oder elastasehemmende Wirkung aufweist und ein 
Transglutaminasezymogengehalt Equivalent zu mindestens 4.000 Einheiten Faktor Xin 
enthait. Weiters enthalt die Zubereitung 2 g CaCla. 

Diese fibrinogenhaltige pharmazeutische Zubereitung wird nun mit der im Beispiel 2 
angegebenen thrombinhaltigen Zubereitung nach deren Rekonstitution mit der 
entsprechenden Menge Wassers fiir Injektionszwecke vermischt, und zwar 4 Teile der 
fibrinogenh^tigen Zubereitimg mit 1 Teil der thrombinhaltigen Zubereitung. 

4. Beispiel: 

Herstellung einer allogenen, provisorischen, extrazellularen Matrix als Arzneimittel. 

Eine bestimmte Menge des Gemisches nach Beispiel 3 wird in eine gewunschte sterilisierte 
Fomi eingegossen und 5 Stunden xmter sterilen Bedingungen zwischen 35^ C imd 37° C 
inkubiert. Die sich in der Form gebildete sterile, pyrogenfireie, virussichere, fur die 
Verwendung beim Menschen allogene, extrazellulare Matrix wird in sterile, 
wasserdampfdichte PolyathylenhilUen verpackt, verschweifit, und bei Kuhlschranktemperatur 
4 ® C - 8 ° C zur Freigabe nach den entsprechenden Qualitatskontrollen gelagert. Nach 
Etikettienmg, Verpackung xmd Freigabe kaim das Arzneinfiittel in den Verkehr gebracht 
werden. 



wo 00/71153 



16 



PCT/ATOO/00141 



5. Beispiel: 

Herstellung einer allogenen, provisorischen, extrazellularen Matrix durch Vermischen dreier 
pharmazeutischer Zubereitungen, die als zusammengesetztes Arzneimittel angeboten werden. 

Das Arzneimittel enthalt drei pharmazeutischer Zubereitungen, die nach Vermischen eine 
allogene, provisorische, extrazellulare Matrix ausbilden: 

a. eine 6%ige Fibrinogenlosung nach Beispiel 3, 

b. gejfriergetrocknete Mischimg von Transglutaminasezymogen, Serpin oder Serpingemisch, 
^ larei von koUagenase- und elastasehenunender Wirkung und Calciimichlorid in den in 

Beispiel ? angegebenen Mengen. 

c. eine gefiriergetrocknete Thrombinlosung nach Beispiel 2. 

Im Arzneimittel ist welters Wasser fiir Injektionszwecke vorhanden, das benutzt wird, um die 
thrombinhaltige pharmazeutische Zubereitung gemaB Beispiel 2 aufzulosen, wahrend die 
pharmazeutische Zubereitung, die das Transglutaminasezymogen imd das Serpin enthalt, in 
der 6%igen Fibrinogenlosung nach Beispiel 3 gelost wird. Nach Vermischen der 
fibrinogenhaltigen mit der thrombinhaltigen Losung wird vor der Gerinnung dieses 
Gemisches dieses entweder in eine gewiinschte, sterile, pyrogenfreie Form eingebracht und 
nach Verfestigung aus der Form entfemt und lokal aufgebracht oder das noch flussige 
Gemisch lokal auf die gewunschte Stelle bzw. die gewiinschten Stellen aufgebracht, wobei 
sich erst dann lokal eine fur den Menschen allogene, provisorische extrazellulare Matrix 
ausbildet. 

6. Beispiel: 

Biomechanisch verstarkte, allogene, provisorische extrazellulare Matrix unter Verwendung 
von allogenem Kollagen. 

hi das Gemisch der pharmazeutischen Zubereitungen nach Beispiel 4 und 5 kann noch 
fibrilares, steriles, pyrogenfreies, vimssicheres, menschliches Kollagen eingebracht werden, 
und zwar zwischen 5-100 mg/ml, oder das Gemisch wird auf ein schnell saugfahiges, 
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schaumfbrmiges KollagenflieB aufgebracht, wobei der Thrombingehalt des Gemisches so 
eingestellt ist, daB die Fibrinbildung erst nach Ende des Aufsaugimgsvorganges eintritt. Ein 
solches FlieB kann unmittelbar nach Einsetzen des Geriimungsvorganges verwendet werden 
Oder nach Inkubation von 5 Stunden zwischen 35° Cund 3T C, steril verpackt, zum 
Fertigarzneimittel weiter- verarbeitet werden. 

7. Beispiel: 

Feststellung der erforderlichen Konzentrationen von nicht-Koilagenase oder -Elastase 
inhibierenden Seipinen. 

Eine ausgewahlte FibroblastenzelUinie, deren Auswahl nach maximaler fibrinolytischer 
Aktivitat erfolgt, wird mit einer Zelldichte von etwa 10^ Zellen pro ml in 
Gewebekulturflaschen mit einer Wachstumsflache von mindestens 30 cm^ in einer Menge 
eingebracht, daB pro cm^ Gewebekulturflache 10^ Zellen vorhanden sind. Nach Hinzufugung 
von mindestens 10 ml Gewebekulturmedixmi werden die Flaschen so lange inkubiert, bis sich 
ein kompletter Zellrasen ausgebildet hat. Falls erforderlich, wird in bestimmten Intervallen ein 
Wechsel des Medixrais vorgenommen. 

Nachdem ein voUstandiger Zellrasen angewachsen ist, wird das Medium entfemt und 
zweimal mit nraidestens je 20 ml Medixmi der Zelbrasen gewaschen, das Medium 
weitestgehend aus der Flasche entfemt imd mit Hilfe geeigneter Pipetten auf an der 
AuBenseite der Flaschen vorgemerkten Stellen je 50 jil eines nachstehenden Gemisches auf 
den genau waagrecht gestellten Zellrasen aufgebracht und damach die Gewebekulturflaschen 
verschlossen und 1 Stimde lang bei Raumtemperatur gelagert, damach wieder wie vorher mit 
Medium aufgefullt, verschlossen imd auf eine Gewebekulturwippe bei einer Wippung von 
etwa 10 Wippen pro min. im Brutschrank bei 37"^ C gehalten, nach 30, 100, und 300 min. und 
damach 

alle 8 Stunden auf Ablosung der auf den Zellrasen aufgebrachten fibrinhaltigen Clots 
inspiziert. 

Die Aufbringung der nachstehenden Gemische erfolgt folgendermaBen: 

Auf sechs vorbezeichneten Stellen wird Plasma, das vor der Vermischung mit Methylenblau 
in gewunschtem AusmaB imd tausend Einheiten Thrombin / ml Plasma versetzt worden war. 
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aufgebracht. Versuchsweise werden Gemische nach Beispiel 3 hergestellt, die mit einer 
gewUnschten Menge Phenolrot angefarbt, unterschiedliche Mengen plasmatischer oder 
gentechnologisch hergestellter Serpine enthalten. Von jeder Serpinkonzentration werden 
ebenfalls 6 x 50 nl des Gemisches auf vorbezeichnete Stellen aufgebracht. Nach Verfestigung 
der aufgebrachten Gemisch-proben wird wie oben angegeben verfahren. 

Es werden nunmehr die Zeitpunkte bestimmt, zu denen sich die fibrinhSltigen Proben von der 
Gewebekulturoberflache ablosen. Die Ablosungszeiten der serpinhaltigen Proben werden mit 
denen der Plasmaproben verglichen. Es werden vorteilhafter-weise jene 
Seipinkonzentrationen ausgewShlt, die eine mindestens so lange Ablosezeit bewirken, wie sie 
bei den aus Plasma hergestellten und aufgebrachten Gerinsehi beobachtet werden. 
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Anspruche: 

1 . Arzneimittel zur lokalen Anwendung zum Zwecke der Blutstillung und/oder des 
Wundverschlusses und/oder der Wundheilungsfbrderung, das als WirkstofFe - konventionell 
aus allogenem Plasma oder Gewebe oder gentechnologisch hergestellt - Fibrinogen bzw. 
Fibrin, Thrombin und eine oder mehrere Transglutaminasen aufweist, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Arzneimittel als weiteren WirkstofF einen oder mehrerere 
Proteaseinhibitoren enthalt, die aus der Gruppe der Serpine, die keine inhibierende Wirkung 
auf Kollagenasen und Elastasen besitzen, ausgewahlt sind, wobei alle WirkstofFe allogenen 
Ursprungs und einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung 
unterzogen sind, mit der MaBgabe, dafl die Virusinaktivierung des einen oder der melireren 
Proteaseinhibitoren nicht in Gegenwart der anderen WirkstofFe durchgefiihrt worden ist. 

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi alle WirkstofFe in einer 
einzigen pharmazeutischen Zubereitung als allogene provisorische extrazellulare Matrix 
vorliegen. 

3. Arzneimittel nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die WiricstofFe in zwei 
oder mehreren getrennten pharmazeutischen Zubereitungen zum Vermischen vor oder 
wahrend der Anwendung vorliegen, wobei das erhaltene Gemisch in flussiger Form oder erst 
nach seiner Verfestigung auFgebracht werden kann. 

4. Arzneimittel nach Anspmch 3, dadurch gekennzeichnet, daB Fibrinogen und 
Thrombin jeweils in getrennten pharmazeutischen Zubereitungen vorliegen xmd die anderen 
WirkstofFe unabhangig voneinander in einer oder beiden Zubereitungen und/oder in einer 
weiteren Zubereitung enthalten sind. 

5. Arzneimittel nach einem der Anspruche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die 
pharmazeutischen Zubereitungen auf allogenen oder biokompatiblen Tragermaterialien, die 
einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Vimsinaktivierung unterzogen sind, 
aufgebracht sind. 

6. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekeimzeichnet, daB es als 
weiteren WirkstofF allogene Kollagene, die einem Verfahren zur Virusabreichemng und/oder 
Vimsinaktivierung unterzogen sind, enth^t. 
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7. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB es einen 
Oder mehrere weitere, allogene, einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder 
Virusinaktiviening unterzogene Wirkstoff(e) enthalt, die aus der Gnippe Fibronektin, 
Vitronektin, Thrombospondin, Tenascin, Laminin und Proteoglykane ausgewahlt sind. 

8. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB es einen 
Oder mehrere weitere, allogene, einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder 
Virusinaktiviening unterzogene Wirkstoff(e) enthalt, die aus der Gruppe Wachstumsfaktoren, 
chemotaktische Substanzen, zellstimulierende und/oder proliferationsfordemde Enzyme und 
Enzyminhibitoren, proliferationshemmende Enzyme und Enzyminhibitoren, Zytokine und 
partikular geformte Zellelemente ausgewahlt sind. 

9. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB es 
zugesetzte allogene plasmatische bzw. aus Geweben gewonnene Enzyme, Zymogene 
und/oder Enzyminhibitoren enthalt, die einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder 
Virusinaktivierung unterzogen sind. 

10. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 9 dadurch gekennzeichnet, daB es 
zugesetzte antiadharente und/oder antiphlogistische WirkstofFe enthalt, die erforderlichenfalls 
einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind. 

11. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB es 
zugesetzte antimikrobielle und/oder zytostatische Wiricstoffe enthalt, die erforderlichenfalls 
einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind. 

12. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB es 
zugesetzte WirkstofFe enthalt, die langsam resorbiert werden sollen und erforderlichenfells 
einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind. 

13. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB in der 
thrombinhaltigen pharmazeutischen Zubereitung zusatzlich allogene Zymogene und/oder 
Enzyme der Gerinnungskaskade, die einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder 
Virusinaktivierung unterzogen sind, enthalten sind. 

14. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1, 2 und 5 bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB es zusatzlich allogene partikulare Zellelemente, Zellen und/oder Gewebe enthalt. 
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15. Arzneimittel nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die allogenen 
partikularen Zellelemente, Zellen und/oder Gewebe auf virussicheren Mikxospharen 
aufgebracht sind, die aus allogenem Fibrin und/oder allogenem Kollagen und/oder allogenem 
Kollagen mit allogenem Fibrin bestehen. 

16. Arzneimittel nach einem der Anspruche 2 und 5 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB 
die allogene provisorische extrazellulare Matrix durch Anwendung von Druck und/oder durch 
wasserentziehende Mittel verfestigt ist. 

17. Arzneimittel nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die allogene 
provisorische extrazellulare Matrix vor, wahrend und/oder nach der Verfestigung durch 
Wasserentzug mit allogenen Transglutaminasen behandelt ist. 

18. Verfahren zur Herstellung einer fibrinogenhaltigen Losung, die als solche oder als 
Bestandteil eines Arzneimittels nach einem der Anspruche 1 bis 17 bei 

Kuhlschranktemperatur oder Raumtemperatur lagerfahig ist, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Fibrinogenlosung bzw. eine Fibrinogen-Fibronektinlosung aus gentechnologisch 
hergestelltem Fibrinogen oder aus Plasma gewonnenem Fibrinogen durch Fraktionierung mit 
Glyzin bei Temperaturen unter 0**C hergestellt wird. 

19. Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, daB es eine hochgereinigte fibrinogenhEltige 
oderfibrinogen-fibronektinhaltige Zubereitung enthalt, deren aPTT und Taipan Viper Venom 
Prothrombinzeit bei 37^C nicht kiirzer als 200 bzw. 300 Sekunden sind und die eine solche 
Stabilitat aufweist, dafi sie im flussigen Zustand mit oder ohne Stabilisatoren uber zwei Jahre 
bei einer Temperatur von 4^-8^C als Bestandteil von Arzneimitteln oder als solche gelagert 
oder eingefroren oder gefriergetrocknet gelagert werden kann, ohne dafi dabei unldsliches 
Fibrin ausfallt oder sich Fibrinogenspaltprodukte durch die Entstehung von Plasmin wahrend 
der Lagemng bilden. 

20. Verfahren zur Gewinnung von pathogenfreien, in den Arzneimitteln nach einem der 
Anspruche 1 bis 17 enthaltenen WirkstofFen, umfassend eine Kombination von 
Abreicheningsverfahren und Inaktivierungsverfahren einschlieBlich Schritte zur 
Virusabreicherung und Virusinaktivierung, wobei zur Virusabreicherung 
Ultrazentrifugationen und Ultrafiltrationen einschlieBlich Nanofiltrationen und/oder 
Adsorptionen von Pathogenen bei Temperaturen unter 0°C verwendet werden und mindestens 
zwei unterschiedliche Virusinaktivierungsverfahren durchgefuhrt werden, bei denen 
Hitzeimpulsverfahren unter 3 Sekunden und/oder Intensivlaserimpulsbestrahlung mit oder 
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ohne photodynamischen Substanzen und/oder Detergenzien gemeinsam mit hydrophoben 
Net2mitteln venvendet werden. 

21 . Verfahren zur kovalenten Bindung von in den Arzneimitteln nach einem der 
Anspriiche 1 bis 17 enthaltenen Wirkstoffen an eine biologische Matrix, dadurch 
gekennzeichnet, daC zur enzymatischen Katalyse der Bindungsreaktion hohe Konzentrationen 
von allogenen, virusabgereicherten und/oder vinisinaktivierten Transglutaminasen eingesetzt 
werden, die uber dem 10-fachen Konzentrationsbereich der aktivierten Konzentration des im 
Plasma vorkommenden Faktor Xllla-Zymogens liegen. 

22. Verfahren zur Herstellung eines wasserarmen fibrinhaltigen Gels mit einem 
Wassergehalt zwischen 20 bis 90%, dadurch gekennzeichnet, daB dem fibrinhaltigen Gel 
durch Aufbringen von atoxischen, pharmazeutisch verwendbaren wasserentziehenden Mitteln, 
insbesondere Polyathylenglykol oder durch Einbringen des Gels in diese Mittel Wasser 
entzogen wird. 

23. Verfahren zur Herstellung eines wasserarmen fibrinhaltigen Gels mit einem 
Wassergehah zwischen 20 bis 90%, dadurch gekennzeichnet, daB dem fibrinhaltigen Gel 
durch Anwendung hoher Drucke, wobei diese zur Vermeidung einer Zerstorung des Gels 
stufenweise erhoht werden, Wasser entzogen wird. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Gel vor, wahrend oder nach dem Wasserentzug mit Transglutaminasen behandelt wird. 

25. Verfahren zur Verfestigung eines fibrinhaltigen Gels mit und ohne Entzug von 
Wasser, dadurch gekennzeichnet, daB das fibrinhaltige Gel in eine oder mehrere 
metallionenhaltige Losungen, insbesondere Losungen, die Zink- und Aluminiumionen in 
einer Konzentration von 0,01 bis 2 molar enthalten, eingelegt wird. 

26. Gefiiergetrocknetes, fibrinhaltiges Gel, dadurch gekennzeichnet, daB das Gel durch 
Zusatze von Weichmachem, insbesondere Glykol, vor seiner Verfestigung und 
Gefiiertrocknung hergestellt ist. 

27. Verfahren zur Herstellung einer hochviskosen, fibrinogenhaltigen Losung, dadurch 
gekennzeichnet, daB eine sterile, vimsabgereicherte und/oder virusinaktivierte 
Fibrinogenlosung pro Granun Fibrinogen mit einer hundertstel bis zehntel Einheit sterilem, 
virusabgereichertem und/oder virusinaktiviertem Thrombin, das in einem moglichst kleinen 
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Volumen gelost ist, langsam und unter starkem Ruhren unter sterilen Bedingungen versetzt 
wird. 

28, Verfahren zur Bestimmung der Haftfahigkeit eines Fibrinclots im Wundbett, dadurch 
gekennzeichnet, daB Fibrinclots mit steigenden Mengen von Proteaseinhibitoren an der 
Oberflache von geeigneten Gewebekulturen. insbesondere menschlichen Fibrobiasten, mit 
einem geringen Zusatz von einem oder mehreren Farbstoffen und/oder einer oder mehreren 
wasserunloslichen Substanzen, die einen gefarbten bzw. opaleszenten Fibrinclot ergd)en, 
ausgebildet werden und die Gewebekulturen durch leichtes Schutteln oder Rotieren in 
Bewegung gehalten werden, wobei die Zeit bestimmt wird, nach der sich die Fibringerinnsel 
von der Oberflache der Gewebekultur Idsen. 
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(57) Abstract: The invention relates to a medicament for localised application which is to be used for hemostasis and/or sealing 
wounds and/or to promote the healing of wounds. The medicament has fibrinogen or fibrin, thrombin and one or more transglutami- 
nases as acdve ingredients (which are fsoduced conventionally firom allogenic plasma or tissue, or are genetically engineered). As an 



additional active ingredient, the medicament contains one or mc^e protease inhibitors, selected from the group of serpins which do 
not have any inhibiting effect on coUagenases and elastases, whereby all active ingredients are of allogenic origin and are subjected 
to a method for depleting and/or for inactivating viruses, with the proviso that the inactivation of viruses in the protease inhibitor(s) 
is not carried out in the presence of the other active ingredients. 

|!^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Aizneimittel zur lokalen Anwendung zum Zwecke der BlutstiUung und/oder 
— des Wundverschlusses und/oder der Wundheilungsfbrdeiung, das als Wirkstoffe - konventionell aus allogenem Plasma oder Gew^ie 

^? Oder gentechnologisch hergesteUt - Fibrinogen bzw. Fibrin, Thrombin und eine oder mehrere Transglutaminasen aufweist, wobei 
das Arzneimittel als weiteren Wirkstoff einen oder mehrere Proteaseinhibitoren enthalt, die aus der Gnippe der Serpine, die keine 
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